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Resumen

La celulosa es el compuesto organico mas abundante en la Tierra. La hidrélisis enzimatica se lleva a
cabo por microorganismos que producen endo-1,4-B-glucanasas, celobiohidrolasas y B-glucosidasas. El
objetivo del presente trabajo fue cuantificar la degradacién de sustratos lignocelulésicos, por el
consorcio bacteriano artificial CF2-HCM2, en pajas de trigo, sorgo y cebada. Las pajas fueron
pretratadas térmicamente a 121°C, durante 15 min, se inocularon en medio minimo, con sustratos de
CMC, PF o pajas pretratadas. Se incubaron a 34.0+0.1°C, durante 72 horas, a pH de 7.0, con regulador
de fosfatos. La liberacion de azlcares reductores se evalud con DNS. Los experimentos se realizaron
por triplicado. Los resultados muestran una Absorbancia tres veces mayor en CMC que en PF, a las 56
horas de incubacion, 0.747 y 0.230, respectivamente. Los azUcares reductores en CMC fueron 4.7
veces mas que en PF, a las 52 horas de incubacion, 0.42 y 0.09 g/L, respectivamente. Las pajas de
trigo y cebada mostraron mayor liberacion de azulcares reductores a las 72 horas, 0.78 y 0.68 gL,
respectivamente. El consorcio bacteriano artificial CF2-HCM2, muestra degradacion de residuos
lignocelulésicos de pajas pretratadas de trigo, sorgo y cebada, con un potencial para la produccién de
bioenergéticos.

Abstract

Cellulose is the most abundant organic compund on Earth. Enzymatic hydrolysis is carried out by
microorganisms producing endo 1, 4- B glucanases, celobiohidrolasas and B glucosidases. The
objective of the present study was to quantify the degradation of lignocellosic substrates, by the artificial
bacterial consortium CF2-HCM2 in wheat, sorghum and barley straw. Straws were thermally pretreated
at 121 °C for 15 min. Differents carbon sources such as CMC, PF or pretreated straws were added to a
Minimal Medium, furthermore, they were inoculated with CF2-HCM2. They were incubated at 34.0+0.1°c
during 72 hours, with adjustment of pH at 7.0, regulator of phosphates. Release of reducing sugars were
evaluated with DNS. The experiments were carried out in triplicate. The results showed that absorbance
was one three times higher in CMC than in PF after 56 hours of incubation values were 0.747 and 0.230,
respectively. The realease of reducing sugar in CMC were 4.7 higher than PF after 52 hours of
incubation, where values were 0.42 and 0.09 g/L, respectively. The straws wheat and barley showed an
increase in release of reducing sugars after 72 hours with Values of 72, 0.68 and 0.78 g/l, respectively.
CF2-HCM2, hdirolize pretreated straws of wheat, sorgum and barley lignocellulosic waste, within a
potential for the production of bioenergy.
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INTRODUCCION

La lignocelulosa es el principal componente de la
pared celular de las plantas, estd compuesta por
celulosa, hemicelulosa y lignina [1]. La lignina es el
componente mas abundante de la biomasa
lignocelulésica, seguida de la celulosa y la
hemicelulosa [2], es el producto de la fotosintesis y
la fuente de carbono renovable mas prometedora,
para solucionar los problemas actuales de energia

[3].

La biomasa lignocelulésica involucra la formacion
de cadenas largas de polisacaridos, para su
degradacion se necesita la liberacion de las
cadenas de polimeros y la subsecuente hidrélisis,
en azucares simples de cinco a seis carbonos [4].
La hidrolisis enzimatica de la celulosa implica la
accion secuencial de un grupo de enzimas,
conocidas como celulasas, que pertenecen a la
superfamilia de las glicosil hidrolasas, llamadas
asi, porque catalizan la hidrélisis del enlace
glucosidico entre dos o méas hidratos de carbono
[5]. Los residuos lignocelulésicos son materias
primas que pueden ser utilizados en procesos
consolidados con microorganismos, como una
alternativa de aprovechamiento de residuos
vegetales con alto potencial [6].

La produccion de biocombustibles, a partir de la
celulosa es un proceso barato y biolégicamente
favorable [7].

Justificacion

Actualmente, el Laboratorio de Biotecnologia
Ambiental, de la Division de Ciencias de la Vida,
cuenta con una coleccion de consorcios
bacterianos con actividad celulolitica, con los
cuales se ha evaluado la degradacién de la
celulosa, en pajas de trigo, sorgo y cebada,
pretratadas térmicamente y con métodos alcalino
oxidativos. Sin embargo se requiere estudiar otras
condiciones de pretratamiento para incrementar la
degradacion de los sustratos antes mencionados,
con el consorcio bacteriano artificial CF2-HCM2.

Hipotesis

El consorcio bacteriano artificial CF2-HCM2, tiene
la capacidad de degradar los residuos
lignoceluldsicos pretratados térmicamente.

Objetivo:

El objetivo de esta investigacion fue cuantificar la
degradacion de sustratos lignocelulésicos por el
consorcio bacteriano artificial CF2- HCM2, en
diferentes tipos de pajas.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se utilizd el consorcio bacteriano artificial CF2-
HCM2, incubado en un Medio Minimo con
sustratos de Carboxi Metil Celulosa (CMC), Papel
Filtro (PF), paja de trigo, sorgo o cebada.

Sustratos utilizados

CMC (SIGMA, CAS 9004-32-4), PF (Whatman
3MM Chr).

Las pajas de trigo, sorgo y cebada fueron
recolectadas de cosechas agricolas del estado de
Guanajuato.

Pretratamientos

Molienda

La reduccion del tamafio del PF y pajas, se hizo
mediante molienda y tamizado a una malla de 2
mm.

Térmico

Las pajas de trigo, sorgo y cebada fueron
sometidas a un calentamiento himedo a 121°C,
durante 15 minutos [8].

Andlisis cualitativo de |la
enzimatica

Se realizé una resiembra del consorcio bacteriano
artificial CF2-HCM2 en el Medio Minimo de CMC
al 1 % (p/v), a pH 7.0, mediante la técnica de
siembra en superficie, al centro de la caja Petri. Se

produccion
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incubd a una temperatura de 30.0+0.1°C por 72
horas. Finalizado el tiempo de incubacion, el
cultivo se inundd con una solucion acuosa de Rojo
Congo al 1% (p/v), durante 15 min. El exceso de
colorante se elimin6 con NaCl 1M [9]. La formacion
de una zona clara alrededor de la UFC, indicé la
hidrélisis de la CMC del medio, la presencia del
halo, se reporta como prueba positiva [10].

Condiciones de fermentacion con diferentes
fuentes de carbono

Para la cinética de crecimiento se utilizé Medio
Minimo con los sustratos de CMC, PF o pajas
pretratadas, a una concentracién del 2%, a pH 7.0,
con regulador de fosfatos. Se inocularon al 10 %
con el consorcio bacteriano CF2-HCM2, ajustado a
una Absorbancia (Abs) de 0.2 a 500 nm. Se
incubaron durante 72 horas a una temperatura de
34.0+0.1°C. Se hicieron muestreos a las 0, 4, 8,
24, 28, 32, 48, 52, 56 y 72 horas de incubacion. Se
leyd la Absorbancia en un espectrofotometro
marca Eppendorf Bio Spectrometer. Para PF a 475
nm, CMC a 500 nm y las pajas pretratadas a 540
nm.

Efecto de diferentes fuentes de carbono en
la liberacidn de aztcares reductores.

Para evaluar el efecto del consorcio bacteriano
artificial sobre los sustratos, se realizaron
muestreos durante las 72 horas de incubacion,
para determinar la liberacion de azlcares
reductores, fueron cuantificados con el acido 3-5
dinitrosalicilico (DNS), utilizando glucosa como
estandar [11].

RESULTADOS Y DISCUSION

En la IMAGEN 1, se muestra el crecimiento del
consorcio bacteriano CF2-HCM2, en las placas de
agar CMC, se observa la zona mas clara del
colorante, en forma de halo, de 25 mm alrededor
de la UFC, indicando su hidrolisis [12].

IMAGEN 1: Crecimiento del consorcio bacteriano artificial
CF2-HCM2 en Medio Minimo CMC, indicando el halo de
hidrélisis.

En las IMAGENES 2 Y 3, se muestran las
cinéticas de crecimiento de CF2-HCM2, con los
sustratos de CMC y PF, respectivamente. Como
puede observarse el consocio muestra la
capacidad de utilizar ambos sustratos como fuente
de carbono. El mayor crecimiento en CMC, se
alcanza a las 56 horas de incubacion con una Abs
de 0.748. El menor crecimiento se observa en PF,
con valores de Abs de 0.230, para el mismo
periodo de incubacion. Otros investigadores
reportan diferencias en el crecimiento de la
bacteria Paenibacillus glucanolyticus, cuando
utilizan como sustratos maderas con diferentes
durezas [13]. En otras investigaciones se reporta
Trabulsiella sp, con un crecimiento lento entre los
cuatro y cinco dias, a partir del quinto dia se
observa un crecimiento exponencial [14]. En ésta
investigacion CMC solo presenta la fase
exponencial, indicando que CF2-HCM2, podria
tener la capacidad de degradar sustratos mas
complejos como son las pajas pretratadas de trigo,
sorgo y cebada.

En la IMAGEN 4, se observa el efecto de CMC y
PF, en la liberacion de azucares reductores [15].
Un factor importante a considerar en la produccion
de enzimas, es la fuente de carbono utilizada
durante la fermentacion. En ésta investigacion la
mayor liberacion de azlcares reductores se
observé en el CMC, a las 52 horas de incubacion,
con 0.420 g/L, por el contrario en PF, se muestra
una concentracion de 0.090 g/L, para el mismo
periodo, es decir 4.7 veces mas con CMC que con
PF. Esto nos permite asumir que el CMC, tiene
una estructura menos compleja que PF. Otros
investigadores reportan el uso de varios azucares
y fuentes de carbono para la produccion de
enzimas lo que permite una mayor asimilacion por
el microorganismo [16].
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IMAGEN 2: Efecto del CMC, en el crecimiento del consorcio
bacteriano artificial CF2- HCM2, incubado a 34+0.1°C, pH 7.0,
durante 72 horas.
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IMAGEN 3: Efecto del PF, en el crecimiento del consorcio
bacteriano artificial CF2- HCM2, incubado a 34+0.1°C, pH 7.0,
durante 72 horas.

En la IMAGEN 5, se muestra la liberacion de los
azucares reductores en las pajas pretratadas de
trigo y cebada, los resultados muestran mayor
producciéon de azucares reductores para trigo y
cebada a las 72 horas de incubacion, 0.78 g/L y
0.68 g/L, respectivamente, en tanto que para sorgo
fue a las 56 horas, con 0.59g/L, valdria considerar
una disminucién del rendimiento del 7%, en trigo
pretratado, al parar la fermentacion a las 56
horas de incubacion (0.73 g/L) [17].

Se reporta que las pajas de trigo son un medio rico
en nutrientes como proteinas, carbohidratos,
minerales, entre otros, lo que favorece el
crecimiento de las bacterias y la produccion de
enzimas [18, 19].
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IMAGEN 4: Efecto de CMC y PF, en la liberacion de azucares
reductores por el consorcio bacteriano artificial CF2-HCM2,
incubado a 34+0.1°C, pH 7.0, durante 72 horas.

Otros investigadores reportan rendimientos para
Trichoderma reesei, de 56.0% en celulosa
pretratada, en comparacion con un rendimiento del
23.6% cuando no hubo pretratamiento. También
se reporta que pretratamientos hidrotérmicos
mejoran la solubilidad de la hemicelulosa y lignina,
lo que mejora el proceso de hiddlisis [6]. Otros
invetigadores reportan que la bacteria Trabulsiella
guamensis, aislada del intestino de las termitas

degrada compuestos lignoceluldsicos, con
eficiencias del 60% a las 28 dias [3].
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IMAGEN 5: Efecto de pajas de trigo, sorgo y cebada, en la
produccion de azlcares reductores, incubado a 34+0.1°C, pH 7.0,
durante 72 horas.

CONCLUSIONES

Con respecto a la prueba cualitativa, el consorcio
bacteriano artificial CF2- HCM2, utiliza CMC y PF
como sustratos con actividad hidrolitica.
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El consorcio bacteriano artificial CF2-HCM2,
muestra la liberacion de azlcares reductores a
partir de residuos lignocelulésicos de pajas
pretratadas de trigo, sorgo y cebada, con potencial
para la produccion de bioenergéticos.
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